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RESUMO
A lesão da isquemia-reperfusão pulmonar é o dano tecidual que ocorre no período
de tempo entre a retirada do órgão do doador e sua respectiva implantação no
receptor, constituindo-se no fator que mais influencia na qualidade da preservação,
relacionada à técnica do transplante. Nessa lesão, interferem o modo da expansão
pulmonar e a fração inspirada de oxigênio (FiO2), que modificam o metabolismo
celular neste período, e alteram a resposta do pulmão à isquemia-reperfusão. Desse
modo, o objetivo dessa pesquisa foi estudar o efeito das frações inspiradas de
oxigênio a 0,21, 0,40 e 1,00 na isquemia-reperfusão pulmonar. Utilizaram-se 40
ratos Wistar distribuídos aleatoriamente em 4 grupos. O grupo I foi o controle e,
nos grupos II, III e IV, os animais foram ventilados durante a isquemia-reperfusão
com uma FiO2 a 0,21, 0,40 e 1,00 respectivamente. O tempo de isquemia foi de 30
minutos e o de reperfusão de 10  minutos. O modelo utilizado foi de isquemia-
reperfusão normotérmica, in situ. Como parâmetros de avaliação, utilizou-se a
pressão arterial média sistêmica (PAM), a relação da pressão parcial de oxigênio
arterial/fração inspirada de oxigênio (PO2/FiO2), a dosagem de antioxidantes e
substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e a relação do peso pulmonar
úmido/seco. Os resultados mostraram que a ventilação com FiO2 a 0,21, quando
comparada à ventilação com FiO2 a 0,40 e 1,00, durante o período de isquemia-
reperfusão, apresentou menor diminuição da PAM, melhor relação PO2/FiO2,
maiores valores nas medidas da glutationa reduzida, glutationa redutase e
glutationa S-transferase, menor produção das TBARS e menor formação de edema
pulmonar.
Concluiu-se que a ventilação com baixa FiO2 (0,21) mostrou melhores resultados
quando comparada àquelas realizadas com FiO 2 mais elevadas (0,40 e 1,00) na
isquemia-reperfusão pulmonar.
SUMMARY
The lung ischaemic-reperfusion injury is a tissue damage which occurs in the
period between the donor organ extraction and its respective implantation into the
receptor, resulting in the most influential factor that most influences the quality of
transplant techniques. In this lesion, the way the lung expands and the oxygen
inspired fraction (FiO2) both interfere modifying the cellular metabolism in this
period, therefore altering the lung reaction in the ischaemic-reperfusion. This way,
the aim of this research was to study the FiO2 effect at 0,21, 0,40 and 1,00 in the
lung ischaemic-reperfusion. 40 Wistar mice were used and distributed at random in
4 groups. The group I was the control one, and in groups II, III, IV mice were
ventilated during the ischaemic-reperfusion at 0,21, 0,40 and 1.00 FiO2
respectively. The ischaemic time was 30 minutes and the reperfusion time was 10
minutes. The model used was the normothermic ischaemic-reperfusion, in situ. As
assessment parameters, the systemic average arterial pressure (PAM), the oxygen
arterial partial pressure/ inspired oxygen fraction relation  (PO2/FiO2), the
antioxidants and barbituric acid substances reactive measure (TBARS) and the lung
weight  (moist/dry) relation were used. The results showed that the ventilation with
FiO2 at 0,21, when compared with the ventilation at 0,40 and 1,00 FiO2 during the
ischaemic-reperfusion period, presented lower PAM, better PO2/FiO2 relation,
higher values in the reduced glutathione, reductase glutathione and S-transferase
glutathione measures, lower production of the TBARS and lower formation of lung
edema. It was concluded that the low FiO2 (0.21) ventilation showed better results

















O transplante de órgãos é um antigo anseio da comunidade médico-
científica que se tornou exeqüível, no início do século XX, com o
desenvolvimento das técnicas de anastomoses vasculares 1.
Esse avanço da medicina evidenciou o fenômeno da rejeição que,
associado à disfunção primária do enxerto decorrente da preservação do
órgão, e à sepsis, mostrou-se como um dos principais problemas relacionados
ao transplante de órgãos 2,3.
O primeiro transplante pulmonar em humanos foi realizado por Hardy
et al.4, em 1963, onde se demonstrou a viabilidade técnica do procedimento.
No entanto, o resultado final não foi satisfatório, uma vez que o paciente foi a
óbito no 18º dia de pós-operatório, em conseqüência de uma insuficiência
renal.
Durante os 20 anos seguintes, somente 40 transplantes pulmonares
foram realizados em todo o mundo. Tal fato deveu-se aos insucessos pós-
operatórios relacionados principalmente à dificuldade no  diagnóstico e
controle da rejeição, às complicações na cicatrização da via  aérea e à infecção
pós-operatória 5-10.
A partir do início da década de 80, o transplante de órgãos teve grande
impulso com a utilização da ciclosporina A no controle da rejeição. Em 1983,
o TORONTO LUNG TRANSPLANT GROUP 11, utilizando esse potente
medicamento associado ao aprimoramento das técnicas de anastomose
brônquica e à melhor seleção de doadores e receptores,  realizou o primeiro
transplante de pulmão com sucesso.  A partir de então, o transplante pulmonar
tornou-se uma opção terapêutica para os pacientes com   doenças terminais do
pulmão,  refratárias a outros tipos de tratamento 12,13.
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No entanto, passada a euforia inicial, observou-se que, embora
minimizadas, persistiam as dificuldades relativas à rejeição, à infecção pós-
operatória e à preservação do enxerto pulmonar. Além disso, o crescimento do
número de pacientes nas listas de espera do transplante  pulmonar aumentou a
demanda de pulmões doadores 14, 15.
Assim, no sentido de  aumentar a oferta de enxertos disponíveis para
transplante e melhores resultados pós-operatórios, pesquisas têm sido
direcionadas para a utilização do transplante lobar de doador vivo em crianças,
o uso do  pulmão de doador cadáver, a realização do xenotransplante e  a
melhoria na qualidade da preservação 16-18.
O aprimoramento das condições de preservação permitirá que o
pulmão suporte um maior tempo de isquemia, além das atuais 6 a 8 horas 19-21.
Isso possibilitará a busca do enxerto pulmonar em locais distantes dos centros
de transplantes, aumentando a oferta de doadores e, provavelmente, melhorará
a evolução pós-operatória.
Para uma boa evolução pós-operatória, é fundamental que se diminua a
lesão decorrente do período entre a retirada do órgão do doador e a sua
respectiva implantação no receptor. Essa lesão é conhecida como “lesão da
isquemia-reperfusão”, cujos mecanismos baseiam-se, fundamentalmente, na
formação e liberação de espécies reativas do oxigênio 22, 23.
Esses mecanismos atuam, preponderantemente, no parênquima
pulmonar e endotélio vascular, resultando em alterações que se manifestarão
clinicamente como infiltrado pulmonar, hipoxemia arterial, diminuição da
complacência pulmonar e aumento da resistência vascular pulmonar 24-26.
Essas manifestações ocorrem no período pós-operatório imediato do
transplante pulmonar e são conhecidas como resposta de reimplante pulmonar
que, dependendo da intensidade, pode evoluir para a falência do enxerto
pulmonar e a morte do receptor 22.
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Nesse sentido, qualquer medida que  diminua a lesão da isquemia-
reperfusão estará contribuindo para a melhoria da preservação e
conseqüentemente do sucesso do transplante pulmonar.
Entre essas medidas, as mais importantes são a hipotermia, o uso de
solução de preservação e o padrão ventilatório 27-31.
No estudo do padrão ventilatório, destacam-se como pontos
fundamentais o estado da expansão pulmonar e a concentração alveolar de
oxigênio durante o período de isquemia.
Em relação ao estado da expansão pulmonar, a insuflação é superior à
atelectasia. A insuflação mantém a distensão alveolar, estimula a secreção de
surfactante, melhora a distribuição da solução de preservação e  diminui a
pressão de reperfusão 32-34.
A manutenção da ventilação, durante a isquemia, também parece
acrescentar benefícios à preservação35,36. Ulicny et al.37 mostraram que a
ventilação com oxigênio diminuía a lesão decorrente da isquemia-reperfusão,
e sugeriram que esse fato devia-se a uma oferta constante de oxigênio para o
metabolismo celular.
De maneira semelhante, Okuda et al.38 e Van Raemdonck et al.39
mostraram maiores níveis de PO2 e menor quantidade de edema tecidual em
pulmões ventilados durante a isquemia, resultando numa melhor função pós-
preservação.
A insuflação pulmonar ou ventilação, durante a isquemia, manteria os
alvéolos distendidos, o que permitiria a difusão do oxigênio alveolar aos
tecidos adjacentes, mantendo o metabolismo celular aeróbio e,
conseqüentemente, retardaria ou inibiria o aparecimento do metabolismo
anaeróbio 40-42. Desse modo, ocorreria uma menor formação de metabólitos
tóxicos,  melhorando a resposta tecidual à isquemia-reperfusão.
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A concentração alveolar de oxigênio, que apresenta relação direta com
a FiO2, durante o período de isquemia-reperfusão, não está perfeitamente
determinada e permanece um assunto polêmico na literatura.
Enquanto Veith et al.43 mostraram melhores resultados na preservação
pulmonar com a utilização do oxigênio a 40%,  Kuang et al.44 não mostraram
diferenças significantes na função pulmonar pós isquemia-reperfusão entre
pulmões ventilados com oxigênio a 21% ou 100%.
Nessa mesma linha, Locke et al.45, Weder et al.46 e Puskas et al.47
observaram uma melhor preservação pulmonar com o uso de pulmões
hiperinsuflados com oxigênio a 100%, e essa técnica passou a ser adotada na
clínica, pela maioria dos centros de transplantes pulmonares do mundo.
Por outro lado, concentrações elevadas de oxigênio no espaço alveolar
têm sido implicadas numa maior liberação de espécies reativas do oxigênio, o
que piora a qualidade da preservação. Esse fato estaria relacionado a uma
maior peroxidação lipídica da membrana celular, que poderia se iniciar já
mesmo durante a fase de isquemia 48, 49.
Nesse sentido, esse trabalho teve como objetivo estudar a influência de
diferentes FiO2 sobre o fenômeno da isquemia-reperfusão pulmonar, com o









Foram utilizados 40 ratos (Rattus norvegicus albinus), da linhagem
Wistar, machos, adultos, com peso individual entre 300 e 350 gramas (g),
procedentes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC).
Os animais passaram por um período mínimo de adaptação de 8 dias,
recebendo água e ração ad libitum até o início do experimento e foram
distribuídos aleatoriamente em 4 grupos:
GRUPO  I: (n = 10)
Animais submetidos à ventilação com ar ambiente  e  toracotomia.
GRUPO II: (n = 10)
Animais submetidos à ventilação com ar ambiente, toracotomia e
pinçamento parcial do hilo pulmonar esquerdo (artéria-veia) com micropinças
vasculares. Os pulmões foram ventilados com oxigênio a 21% (FiO 2 = 0,21)
durante o período de isquemia-reperfusão.
GRUPO III: (n = 10)
Animais submetidos à ventilação com ar ambiente, toracotomia e
pinçamento parcial do hilo pulmonar esquerdo (artéria-veia) com micropinças
vasculares. Os pulmões foram ventilados com oxigênio a 40% (FiO 2 = 0,40)
durante o período de isquemia-reperfusão.
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GRUPO IV: (n = 10)
Animais submetidos à ventilação com ar ambiente, toracotomia e
pinçamento parcial do hilo pulmonar esquerdo (artéria-veia) com micropinças
vasculares. Os pulmões foram ventilados com  oxigênio a 100% (FiO 2 = 1,00)
durante o período de isquemia-reperfusão.
A representação esquemática da distribuição dos grupos está ilustrada
na figura 1.































O experimento foi realizado no Laboratório de Técnica Operatória e
Cirurgia Experimental do Departamento de Clínica Cirúrgica da UFSC, após o
projeto ter sido aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais em
Pesquisa.
Os animais receberam como medicação pré-anestésica a atropina na
dose de 0,25 miligrama por quilo (mg/Kg), por via subcutânea, e foram
anestesiados com uma mistura de pentobarbital sódico a 3% e cloridrato de 2-
(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina, na proporção de 10:1. Foi
administrado 0,10 mililitro (ml)/100g de peso, da mistura, por via
intramuscular, na face interna da pata traseira (pés). O animal foi considerado
anestesiado quando ocorreu a perda do reflexo córneo-palpebral e a ausência
da reação motora pela preensão do coxim adiposo da pata dianteira (manus).
Realizou-se uma traqueostomia cervical, intubação traqueal com um
cateter de polietileno nº. 6 e ventilação mecânica do animal.
A ventilação mecânica foi realizada com o aparelho Harvard – 683
(Anexo A), numa freqüência de 80 movimentos respiratórios por minuto e
volume de ar corrente calculado com o auxílio da curva de Kleinman &
Radford, considerando-se o peso do animal (Anexo B).
Efetuou-se uma laparotomia mediana para cateterização da aorta
abdominal (aorta abdominalis)  com cateter de silicone nº. 0, que foi utilizado
para a medida da pressão arterial média sistêmica (PAM), coleta de sangue
para análise da pressão parcial de oxigênio arterial (PO2) e heparinização do
animal.
A heparinização se fez por meio da administração de 0,50 ml de uma
solução de soro fisiológico (solução de Cloreto de Sódio a 0,9%) contendo
0,02 ml de heparina na concentração de  5.000 unidades (U)/ml.
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O sistema de verificação da PAM, no período transoperatório, foi
montado conforme mostra a figura 2. O segmento de tubo plástico (sonda
nasogástrica) entre a torneira de três vias e a conexão com o cateter aórtico foi
preenchido com soro fisiológico. O segmento entre a torneira e o manômetro
foi preenchido com ar ambiente sob pressão até que registrasse 120 milímetros
de mercúrio (mmHg).
Figura 2 - Sistema de mensuração da pressão arterial média sistêmica.
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Efetuou-se uma toracotomia anterior bilateral com secção transversal
do esterno (sternum) no seu 1/3 médio. Com auxílio do microscópio de luz
D.F. Vasconcelos MC-5 em aumento de 8 vezes, utilizando-se técnica
microcirúrgica,  dissecou-se o hilo pulmonar esquerdo (hilus pulmonis
sinister) e individualizou-se a artéria e a veia pulmonar esquerda – Figura 3.
A artéria e a veia pulmonar esquerda foram mantidas pinçadas nos
grupos II, III e IV, durante o período de isquemia.
Figura 3 – Individualização da artéria e veia pulmonar esquerda.
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O pulmão esquerdo foi submetido a um período de 30 minutos  de
isquemia e 10 minutos de reperfusão in situ. A temperatura da sala operatória
foi mantida entre 19 e 24 graus centígrados (º C).
Durante o período de isquemia-reperfusão, os pulmões foram
ventilados com diferentes FiO2 conforme o grupo estudado.
Para a ventilação dos pulmões no grupo ventilado com FiO2 a 0,21,
utilizou-se o ar ambiente que, ao nível do mar e sob condições normais de
temperatura e pressão atmosférica, apresenta aproximadamente a concentração
de oxigênio a 21%.
Para a ventilação dos pulmões nos grupos ventilados  com FiO 2 a 0,40
e 1,00, utilizaram-se recipientes próprios para armazenamento de gases,
contendo as respectivas concentrações de oxigênio a 40% e 100% (Anexo C).
No tempo denominado de “finalização do ato operatório”, efetuou-se a
irrigação pulmonar com soro fisiológico. Para isso, procedeu-se à ligadura das
veias cavas superiores e inferior (vena cava cranialis e caudalis),  secção
parcial do arco aórtico (arcus aortae),  cateterismo do átrio direito (atrium
dextrum) e injeção lenta de 10,00 ml de soro fisiológico à temperatura
ambiente.
Realizaram-se, então, as pneumonectomias esquerda e direita, o que
resultou na morte do animal.
O ato operatório teve a duração média de 103 minutos e os momentos
operatórios foram distribuídos conforme a seqüência seguinte:
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Tempo (minutos)                    Procedimentos
0-5                         pré-anestesia e anestesia;
15-40 traqueostomia, ventilação mecânica,
laparotomia,  cateterismo aórtico e
instalação da PAM;
40-60 toracotomia e dissecção do hilo
pulmonar  esquerdo;
60 (To) medida da PAM e PO2.   Pinçamento
parcial do hilo pulmonar esquerdo;
60-90 ISQUEMIA
90 (T30) medida da PAM e PO2. Despinçamento
do hilo pulmonar esquerdo;
90-100 REPERFUSÃO
100 (T40) medida da PAM e PO2;
100-103 “finalização do ato operatório”: ligadura
das veias cavas superiores e inferior,
secção do arco aórtico, cateterização do
átrio direito, irrigação pulmonar e
pneumonectomias esquerda e direita.
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A representação esquemática dos procedimentos efetuados em cada
grupo está representada na figura abaixo (Figura 4).
                               T0                                    T30                                                   T40
                                            Isquemia                     Reperfusão
GRUPO I
GRUPO II
O2 a 21% O2 a 21%
GRUPO III O2 a 40% 02 a 40%
GRUPO IV O2 a 100% O2 a 100%
Figura 4 – Esquema dos procedimentos transoperatórios nos diferentes grupos.
Pré-anestesia, anestesia, traqueostomia, laparotomia, cateterismo
aórtico, instalação da pressão arterial média sistêmica (PAM),
toracotomia e dissecção do hilo pulmonar esquerdo
Grupo-controle : sem isquemia-reperfusão
Isquemia-reperfusão : ventilação com oxigênio a 21%
Isquemia-reperfusão : ventilação com oxigênio a 40%
Isquemia-reperfusão - ventilação com oxigênio a 100%
Ligadura das veias cavas superiores e inferior, secção do arco aórtico,
cateterização do átrio direito, irrigação pulmonar e pneumonectomias
esquerda e direita.
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Os métodos de avaliação utilizados foram:
1. Medida da pressão arterial média sistêmica (PAM) realizada
nos tempos: zero (To) – imediatamente antes do pinçamento
parcial do hilo pulmonar esquerdo; trinta (T30) – 30 minutos
após o início da isquemia e imediatamente antes do
despinçamento do hilo pulmonar esquerdo; quarenta (T40) – 10
minutos após o início da reperfusão.
2. Medida da relação da pressão parcial de oxigênio arterial/fração
inspirada de oxigênio (PO2/FiO2) realizada nos tempos: zero
(To) – imediatamente antes do pinçamento parcial do hilo
pulmonar esquerdo; trinta (T30) – 30 minutos após o início da
isquemia e imediatamente antes do despinçamento do hilo
pulmonar esquerdo; quarenta (T40) – 10 minutos após o início
da reperfusão.
3. Dosagem no tecido pulmonar dos seguintes antioxidantes:
glutationa reduzida (GSH), glutationa redutase (GR), glutationa
S-transferase (GST), glutationa peroxidase (GPx) e catalase
(CAT).
4. Dosagem no tecido pulmonar das substâncias reativas ao ácido
tiobarbitúrico (TBARS).
5. Medida da relação do peso pulmonar úmido/seco realizada por
meio da pesagem de uma porção do pulmão esquerdo (pulmão
submetido à isquemia-reperfusão)“in natura” e sua posterior
secagem em estufa a 60ºC por 4 horas, utilizando-se uma
balança de alta precisão (Anexo D).
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A gasometria arterial foi realizada no Laboratório Central do Hospital
Universitário da UFSC (Anexo E).
A dosagem dos antioxidantes e das TBARS foi realizada no
Laboratório de Ecofisiologia Respiratória do Departamento de Ecologia e
Zoologia da UFSC, por meio de espectrofotometria (Anexo F).
Para análise dos resultados utilizaram-se os seguintes testes
estatísticos:
1 – Análise de variância não paramétrica por postos de KRUSKAL-
WALLIS 50, quando se comparam possíveis diferenças entre os quatro grupos
(I x II x III x IV).
2 – Quando o teste de Kruskal-Wallis apresentou significância
estatística, ele foi complementado pelo teste de comparações múltiplas de
MANN-WHITNEY 50 (I x II,  I x III,  I x IV,  II x III, II x IV  e  III x IV).
3 – Teste de WILCOXON 50, quando se compararam possíveis
diferenças entre os pulmões esquerdo e direito nos quatro grupos (I, II, III e
IV).
Quando se compararam possíveis diferenças entre os quatro grupos
(I x II x III x IV) no tempo zero, a variável foi usada com o seu valor absoluto.
Quando se compararam possíveis diferenças entre os quatro grupos
(I x II x III x IV) no tempo quarenta, preferiu-se utilizar as variáveis:
                          tempo zero – tempo quarenta
% 0 ® 40  =
                                    tempo zero
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Quanto ao sinal, ele foi positivo quando significou um aumento da
variável e negativo quando significou uma diminuição de acordo com o
sentido biológico do fenômeno.
Em todos os casos o nível de rejeição da hipótese de nulidade foi
sempre fixado em um nível de confiança de 95%, ou seja, com um valor igual
ou menor do que 0,05 (5%).
Quando a estatística calculada apresentou um valor significante usou-
se um asterisco (*) para caracterizá-la.
As médias foram calculadas apenas a título de informação.
A análise estatística foi elaborada sob a orientação do Curso de
Mestrado em Ciências Médicas da UFSC.
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4. RESULTADOS
Tabela I - Valores da pressão arterial média sistêmica (PAM), em mmHg,de
ratos submetidos à isquemia-reperfusão pulmonar, nos grupos I
(controle), II (pulmão ventilado com O2 a 21%), III (pulmão
ventilado com O2  a 40%) e IV (pulmão ventilado com O2 a 100%)
nos tempos 0, 30 e 40 minutos.
Grupo I Grupo II Grupo III Grupo IV
0 30 40 0 30 40 0 30 40 0 30 40
110 130 135 120 135 135 120 112 102 130 100 110
120 116 114 115 118 90 118 116 94 120 102 110
110 110 115 118 117 102 120 110 80 130 120 116
120 116 98 120 112 110 110 96 70 112 104 92
110 102 95 115 108 95 110 116 92 110 100 88
115 115 90 120 100 92 120 90 88 115 102 102
115 115 102 110 110 108 130 124 110 115 100 85
120 108 108 120 120 105 110 100 80 110 120 120
115 102 102 120 120 108 130 110 90 115 95 80
115 108 102 120 95 95 120 120 108 120 90 80
Média 115 112 106 118 113 104 119 109 91 118 103 98
Análise de  variância por postos  de KRUSKAL-WALLIS
(I x II x III x IV)
c2 crítico = 7,82
tempo zero (T0):
c2 calculado = 2,40  p = 0,49
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Tabela Ia - Valores dos % 0 ® 40 minutos  da  pressão arterial   média
sistêmica (PAM), em mmHg, nos grupos I (controle), II (pulmão
ventilado com O2 a 21%), III (pulmão ventilado com O2 a 40%) e
IV (pulmão ventilado com O2 a 100%).
Grupo I Grupo II Grupo III Grupo IV
+22,72 +12,50 -15,00 -15,38
-5,00 -21,73 -20,33  -8,33
+4,54 -13,55 -33,33 -10,76
-18,33 -8,33 -36,36 -17,85
-13,63 -17,39 -16,36 -20,00
-21,73 -23,33 -26,66 -11,30
-11,30 -1,81 -15,38 -26,08
-10,00 -12,50 -27,27 +9,09
-11,30 -10,00 -30,76 - 30,43
-11,30 -20,83 -10,00 - 33,33
Média -7,53 -11,69 -23,14 - 16,43
Análise de variância por postos de KRUSKAL-WALLIS
( I x II x III x IV )
c2 crítico =7,82
% 0 ® 40:
c2 calculado = 8,80 (p = 0,03)*
*Diferença estatisticamente significante (p £ 0,05)
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A partir da tabela Ia, os grupos foram comparados dois a dois entre si
pelo teste de MANN-WHITNEY.
U crítico = 23,00
(% 0 ® 40)
Grupo I x II Ucalculado = 40,00 (p = 0,48)
Grupo I x III Ucalculado = 13,50 (p < 0,01)*
Grupo I x IV Ucalculado = 31,50 (p = 0,16)
Grupo II x III Ucalculado = 21,50 (p = 0,02)*
Grupo II x IV Ucalculado = 38,50 (p = 0,39)
Grupo III x IV Ucalculado = 33,00 (p = 0,21)
*Diferença estatisticamente significante (p £ 0,05)
A análise estatística da PAM, segundo as tabelas I e Ia, mostrou que:
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- não ocorreu diferença significante da PAM no tempo zero entre os
quatro grupos;
- ocorreu uma  diminuição da PAM do tempo zero para o tempo 40
minutos (% 0 ® 40) nos grupos II, III e IV, sendo  significante no
grupo III.
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Tabela II - Valores da relação da presão parcial de oxigênio arterial/fração
inspirada de oxigênio (PO2/FiO2), de ratos submetidos à esquemia-
reperfusão pulmonar, nos grupos I (controle), II (pulmão ventilado
com O2 a 21%), III (pulmão ventilado com O2 a 40%) e IV
(pulmão ventilado com O2 a 100%) nos tempo 0, 30 e 40.
  Grupo I Grupo II Grupo III Grupo IV
0 30 40 0 30 40 0 30 40 0 30 40
334 785 740 671 818 761 418 567 563 413 318 367
538 671 739 709 737 767 436 475 421 609 315 339
439 628 598 666 792 787 357 510 545 429 262 389
528 604 677 533 739 755 809 592 551 547 373 351
642 628 750 590 865 628 652 530 550 552 366 404
334 451 401 547 766 686 623 567 548 519 341 303
823 866 857 490 510 498 542 527 540 761 423 354
723 857 876 408 656 645 633 547 500 407 287 286
528 528 528 593 736 815 500 577 341 610 431 466
647 809 728 583 750 779 545 470 477 435 363 376
Média 554 683 689 597 737 712 551 590 503 528 347 363
Análise de  variância por postos  de KRUSKAL-WALLIS
(I x II x III x IV)
c2crítico = 7,82
tempo zero (T0):
c2calculado = 1,20 p = 0,75
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Tabela IIa - Valores dos % 0 ® 40 minutos da relação da presão parcial de
oxigênio arterial/fração inspirada de oxigênio (PO2/FiO2), nos
grupos I (controle), II (pulmão ventilado com O2 a 21%), III
(pulmão ventilado com O2 a 40%) e IV (pulmão ventilado com O2
a 100%).
Grupo I Grupo II Grupo III Grupo IV
+121,37 +13,47 +34,68 -11,30
+37,43 +8,12 -3,48 -44,38
+36,18 +18,14 +52,74 -9,33
+28,10 +41,69 -7,57 -35,90
+16,66 +6,37 -15,61 -26,86
+20,05 +25,30 -12,03 -41,62
 +4,10 +1,55 -0,52 -53,63
21,05 +58,04 -21,01 -29,83
0,00 +37,39 -31,86 -23,61
+12,50 +33,63 -12,42 -13,60
Média +29,74 +24,37 -1,70 -29,00
Análise de variância por postos de KRUSKAL-WALLIS
( I x II x  III x IV )
c2crítico = 7,82
% 0 ® 40:
c2 calculado = 24,31 (p < 0,01)*
*Diferença estatisticamente significante (p £ 0,05)
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A partir da tabela IIa, os grupos foram comparados dois a dois entre si
pelo teste de MANN-WHITNEY.
U crítico = 23,00
(% 0 ® 40)
Grupo I e II U calculado = 49,00 (p = 0,97)
Grupo I e III U calculado = 16,00 (p < 0,01)*
Grupo I e IV U calculado =   0,00 (p < 0,01)*
Grupo II e III U calculado = 16,00 (p < 0,01)*
Grupo II e IV U calculado =   0,00 (p < 0,01)*
Grupo III e IV U calculado = 16,00 (p < 0,01)*
*Diferença estatisticamente significante (p £ 0,05)
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A análise estatística da relação PO2/FiO2, segundo as tabelas II e IIa,
mostrou que:
- não ocorreu diferença significante da relação PO2/FiO2 no tempo
zero entre os quatro grupos;
- ocorreu uma  diminuição significante  da relação PO2/FiO2 do tempo
zero para o tempo 40 minutos (% 0 ® 40) nos grupos III e IV;
- não ocorreu diferença significante da relação PO2/FiO2 do tempo
zero para o tempo 40 minutos (% 0 ® 40) nos grupos I e II.
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Tabela III - Valores da glutationa reduzida (GSH), em mM, de ratos
submetidos à isquemia-reperfusão pulmonar, no pulmão
esquerdo (esq.) e direito (dir.) nos grupos I (controle), II (pulmão
ventilado com O2 a 21%), III (pulmão ventilado com O2 a 40%) e
IV  (pulmão ventilado com O2 a 100%).
Grupo I Grupo II Grupo III Grupo IV
esq. dir. esq. dir. esq. dir. esq. dir.
0,543 0,564 0,948 1,419 0,748 1,150 0,670 1,346
0,947 1,384 0,863 1,448 0,720 0,959 0,580 0,967
1,099 1,107 1,539 0,850 0,819 0,842 0,670 1,026
1,164 0,746 0,655 0,967 0,830 1,150 0,538 1,097
0,304 1,303 0,760 1,099 0,441 1,014 0,320 1,314
0,624 1,147 0,855 1,287 0,768 1,042 0,597 1,069
1,388 1,42 1,134 1,252 0,663 0,831 0,842 0,811
1,045 1,084 1,279 1,404 0,975 1,521 0,546 0,858
1,037 1,568 0,983 1,451 0,827 1,131 0,624 1,482
1,560 0,971 1,377 1,708 1,236 1,334 0,815 1,267
Média 0,97 1,129 1,039 1,288 0,802 1,097 0,622 1,123
Análise de  variância por postos  de KRUSKAL-WALLIS
(I x II x III x IV)
c2 crítico = 7,82
pulmão esquerdo:
c2calculado = 12,57 p < 0,01*
pulmão direito:
c2  calculado = 3,15 p = 0,36
*Diferença estatisticamente significante (p £ 0,05)
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A partir da tabela III, os grupos foram comparados dois a dois entre si
pelo teste de MANN-WHITNEY.
U crítico = 23,00
(pulmão esquerdo)
Grupo I x II U calculado = 48,00 (p = 0,91)
Grupo I x III U calculado = 34,00 (p = 0,24)
Grupo I x IV U calculado = 22,50 (p = 0,03)*
Grupo II x III U calculado = 23,00 (p = 0,04)*
Grupo II x IV U calculado =   6,00 (p < 0,01)*
Grupo III x IV U calculado = 22,00 (p = 0,03)*
*Diferença estatisticamente significante (p £ 0,05)
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A partir da tabela III, o pulmão esquerdo foi comparado com o pulmão
direito dentro dos quatros grupos, pelo teste de WILCOXON.
T crítico = 8,00
 (esquerdo X direito)
Grupo I T calculado = 14,00 p = 0,16
Grupo II T calculado = 10,00 p = 0,07
Grupo III T calculado =   0,00 p < 0,01*
Grupo IV T calculado =   1,00 p < 0,01*
*Diferença estatisticamente significante (p £ 0,05)
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A análise estatística da GSH, segundo a tabela III, mostrou que:
- ocorreu uma diminuição da GSH no pulmão esquerdo nos grupos II,
III e IV, sendo significante no grupo IV;
- ocorreu uma diminuição significante da GSH no pulmão esquerdo
em relação ao pulmão direito nos grupos III e IV;
- não ocorreu diferença significante da GSH entre o pulmão esquerdo
e direito nos grupos I e II;
- não ocorreu  diferença significante da GSH  no pulmão direito entre
os quatro grupos.
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Tabela IV – Valores da glutationa redutase (GR), em mmol min –1 g –1, de ratos
submetidos à isquemia-reperfusão pulmonar, no pulmão
esquerdo (esq.) e direito (dir.) nos grupos I (controle), II  (pulmão
ventilado com O2 a 21%), III (pulmão ventilado com O2 a 40%) e
IV  (pulmão ventilado com O2 a 100%).
Grupo I Grupo II Grupo III Grupo IV
esq. dir. esq. dir. esq. dir. esq. dir.
108 85 84 62 96 77 75 96
88 125 106 55 117 59 78 123
147 112 88 85 133 117 118 138
113 108 110 87 140 120 92 106
70 189 57 114 82 81 42 74
182 59 157 42 64 110 29 64
179 177 86 92 106 106 56 134
194 50 35 44 43 73 158 117
179 87 70 75 71 95 74 98
117 91 81 81 81 106 60 136
Média 137 108 87 73 93 94 78 108
Análise de  variância por postos  de KRUSKAL-WALLIS
(I x II x III x IV)
c2 crítico = 7,82
pulmão esquerdo:
c2  calculado = 10,22 p = 0,01*
pulmão direito:
c2  calculado =  8,25 p = 0,04*
*Diferença estatisticamente significante (p £ 0,05)
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A partir da tabela IV, os grupos foram comparados dois a dois entre si
pelo teste de MANN-WHITNEY.
U crítico = 23,00
( pulmão esquerdo)
Grupo I x II U calculado = 15,00 (p < 0,01)*
Grupo I x III U calculado = 22,00 (p = 0,03)*
Grupo I x IV U calculado = 16,00 (p < 0,01)*
Grupo II x III U calculado = 46,00 (p = 0,76)
Grupo II x IV U calculado = 39,00 (p = 0,43)
Grupo III x IV U calculado = 34,00 (p = 0,24)
U crítico = 23,00
(pulmão direito)
Grupo I x II U calculado = 25,00 (p = 0 ,06)
Grupo I x III U calculado = 43,00 (p = 0,63)
Grupo I x IV U calculado = 43,00 (p = 0,63)
Grupo II x III U calculado = 26,00 (p = 0,07)
Grupo II x IV U calculado = 15,00 (p < 0,01)*
Grupo III x IV U calculado = 32,00 (p = 0,19)
*Diferença estatisticamente significante (p £ 0,05)
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A partir da tabela IV, o pulmão esquerdo foi comparado com o pulmão
direito dentro dos quatros grupos, pelo teste de WILCOXON.
 T crítico = 8,00
 (esquerdo X direito)
Grupo I T calculado = 14,00 p = 0,16
Grupo II T calculado = 21,00 p = 0,50
Grupo III T calculado = 25,00 p = 0,79
Grupo IV T calculado =   7,00 p = 0,03*
*Diferença estatisticamente significante (p £ 0,05)
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A análise estatística da GR, segundo a tabela IV, mostrou que:
- ocorreu uma diminuição significante da GR no pulmão esquerdo nos
grupos II, III e IV;
- ocorreu uma diminuição significante da GR no pulmão esquerdo em
relação  ao pulmão direito no grupo IV.
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Tabela V-  Valores da glutationa S-transferase (GST), em mmol min –1 g–1, de
ratos submetidos à isquemia-reperfusão pulmonar, no pulmão
esquerdo (esq.) e direito (dir.) nos grupos I (controle), II (pulmão
ventilado com O2 a 21%), III (pulmão ventilado com O2 a 40%) e
IV  (pulmão ventilado com O2 a 100%).
Grupo I Grupo II Grupo III Grupo IV
esq. dir. esq. dir. esq. dir. esq. dir.
165 100 494 318 214 182 375 164
492 313 128 425 173 209 110 173
220 66 616 446 186 176 122 231
314 159 805 457 122 144 258 193
230 255 106 169 188 437 112 483
394 182 248 399 179 442 138 329
415 184 498 459 207 316 449 309
290 499 190 101 112 268 228 194
334 276 456 377 179 285 186 240
258 255 399 269 200 327 205 242
Média 311 229 394 342 176 279 218 256
Análise de  variância por postos  de KRUSKAL-WALLIS
(I x II x III x IV)
c2 crítico = 7,82
pulmão esquerdo:
c2calculado = 11,35 p = 0,01*
pulmão direito:
c2 calculado = 4,63 p = 0,20
*Diferença estatisticamente significante (p £ 0,05)
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A partir da tabela V, os grupos foram comparados dois a dois entre si
pelo teste de MANN-WHITNEY.
U crítico = 23,00
(pulmão esquerdo)
Grupo I x II U calculado = 39,00 (p = 0 ,43)
Grupo I x III U calculado =   8,00 (p < 0,01)*
Grupo I x IV U calculado = 23,00 (p = 0,04)*
Grupo II x III U calculado = 21,00 (p = 0,02)*
Grupo II x IV U calculado = 26,00 (p = 0,07)
Grupo III x IV U calculado = 42,00 (p = 0,57)
*Diferença estatisticamente significante (p £ 0,05)
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A partir da tabela V, o pulmão esquerdo foi comparado com o pulmão
direito dentro dos quatros grupos, pelo teste de WILCOXON.
T crítico = 8,00
(esquerdo X direito)
Grupo I T calculado = 10,00 p = 0,07
Grupo II T calculado = 17,00 p = 0,28
Grupo III T calculado =   4,00 p = 0,01*
Grupo IV T calculado = 22,00 p = 0,57
*Diferença estatisticamente significante (p £ 0,05)
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A análise estatística da GST, segundo a tabela V, mostrou que:
- ocorreu uma diminuição significante da GST no pulmão esquerdo
nos grupos III e IV;
- ocorreu uma diminuição significante da GST no pulmão esquerdo
em relação ao pulmão direito no grupo III.
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Tabela VI –   Valores da glutationa peroxidase (GPx), em mmol min –1 g –1, de
ratos submetidos à isquemia-reperfusão pulmonar, no pulmãos
esquerdo (esq.) e direito (dir.) nos grupos I (controle), II (pulmão
ventilado com O2 a 21%), III (pulmão ventilado com O2 a 40%) e
IV  (pulmão ventilado com O2 a 100%).
Grupo I Grupo II Grupo III Grupo IV
esq. dir. esq. dir. esq. dir. esq. dir.
544 339 715 466 241 264 479 403
354 370 560 378 249 290 400 640
243 243 232 303 182 357 481 368
571 299 690 610 211 213 574 250
571 377 375 583 619 439 359 422
465 400 567 589 791 486 469 439
380 334 306 419 508 402 315 642
413 392 477 342 420 400 441 243
488 399 588 386 474 313 424 365
501 279 611 412 530 375 488 413
Média 453 343 512 448 422 353 443 418
Análise de  variância por postos  de KRUSKAL-WALLIS
 (I x II x III x IV)
c2 crítico = 7,82
pulmão esquerdo:
c2 calculado = 0,07 p = 0,99
pulmão direito:
c2 calculado = 6,16 p = 0,10
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A partir da tabela VI, o pulmão esquerdo foi comparado com o pulmão
direito dentro dos quatros grupos, pelo teste de WILCOXON.
T crítico = 8,00
(esquerdo X direito)
Grupo I T calculado =   9,00 p = 0,06
Grupo II T calculado = 23,00 p = 0,64
Grupo III T calculado = 16,00 p = 0,24
Grupo IV T calculado = 20,00 p = 0,76
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A análise estatística da GPx, segundo a tabela VI, mostrou que:
- não ocorreu diferença significante da GPx no pulmão esquerdo entre
os quatro grupos;
- não ocorreu diferença significante da GPx entre os pulmões esquerdo
e direito nos quatro grupos.
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Tabela VII – Valores da catalase (CAT), em mmol min–1 g–1, de ratos
submetidos à isquemia-reperfusão pulmonar, no pulmão
esquerdo (esq.) e direito (dir.) nos grupos I (controle), II pulmão
ventilado com O2 a 21%), III (pulmão ventilado com O2 a 40%)
e IV  (pulmão ventilado com O2 a 100%).
Grupo I Grupo II Grupo III Grupo IV
esq. dir. esq. dir. esq. dir. esq. dir.
157 112 162 205 67 56 114 131
100 175 134 215 60 55 161 76
81 74 90 144 107 68 67 86
82 88 193 220 109 71 83 99
52 72 80 72 107 78 33 62
40 83 139 143 84 48 40 81
95 40 78 55 91 50 71 41
131 125 94 75 86 109 77 39
99 118 90 130 89 69 76 77
104 125 78 197 95 82 79 68
Média 94 101 113 145 89 68 79 76
Análise de  variância por postos  de KRUSKAL-WALLIS
(I x II x III x IV)
c2 crítico = 7,82
pulmão esquerdo:
c2 calculado = 5,18 p = 0,15
pulmão direito:
c2 calculado = 11,70    p < 0,01*
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A partir da tabela VII, os grupos foram comparados dois a dois entre si
pelo teste de MANN-WHITNEY.
U crítico = 23,00
(pulmão direito)
Grupo I x II U calculado = 28,00 (p = 0 ,10)
Grupo I x III U calculado = 18,00 (p = 0,01)*
Grupo I x IV U calculado = 30,00 (p = 0,14)
Grupo II x III U calculado = 14,00 (p < 0,01)*
Grupo II x IV U calculado = 21,00 (p = 0,02)*
Grupo III x IV U calculado = 41,00 (p = 0,52)
* Diferença estatisticamente significante (p £ 0,05)
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A partir da tabela VII, o pulmão esquerdo foi comparado com o pulmão
direito dentro dos quatros grupos, pelo teste de WILCOXON.
T crítico = 8,00
(esquerdo X direito)
Grupo I T calculado = 22,00 p = 0,57
Grupo II T calculado =  9,00 p = 0,06
Grupo III T calculado =  5,00 p = 0,02*
Grupo IV T calculado = 26,00 p = 0,87
* Diferença estatisticamente significante (p £ 0,05)
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A análise estatística da CAT, segundo a tabela VII, mostrou que:
- não ocorreu diferença significante  da CAT no pulmão esquerdo
entre os quatro grupos;
- ocorreu uma diminuição significante da CAT no pulmão direito no
grupo III;
-  ocorreu uma diminuição significante da CAT no pulmão direito nos
grupos III e IV em relação ao grupo II.
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Tabela VIII - Valores das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico
(TBARS), em  nmol/g-1, de ratos submetidos à isquemia-
reperfusão pulmonar, no pulmão esquerdo (esq.) e direito
(dir.) nos grupos I (controle), II (pulmão ventilado com O2 a
21%), III ( pulmão ventilado com O2 a 40%) e IV (pulmão
ventilado com O2 a 100%).
Grupo I Grupo II Grupo III Grupo IV
esq. dir. esq. dir. esq. dir. esq. dir.
43 7 125 129 161 51 98 71
4 38 51 27 100 102 145 145
16 24 8 24 94 67 82 71
82 51 8 12 106 71 63 75
12 4 94 52 71 94 43 55
98 41 75 86 27 16 96 47
31 4 20 20 16 12 24 35
27 24 63 99 67 114 51 35
86 129 67 71 106 71 106 75
103 81 82 75 95 47 98 48
Média 50 40 59 59 84 64 80 65
Análise de  variância por postos  de KRUSKAL-WALLIS
(I x II x  III x IV)
c2 crítico = 7,82
pulmão esquerdo:
c2 calculado = 3,89 p = 0,27
pulmão direito:
c2 calculado = 5,23 p = 0,15
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A partir da tabela VIII, o pulmão esquerdo foi comparado com o
pulmão direito dentro dos quatros grupos, pelo teste de WILCOXON.
T crítico = 8,00
 (esquerdo X direito)
Grupo I T calculado = 18,50 (p = 0,35)
Grupo II T calculado = 20,00 (p = 0,76)
Grupo III T calculado = 13,00 (p = 0,13)
Grupo IV T calculado =   8,50 (p = 0,09)
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A análise estatística das TBARS, segundo a tabela VIII, mostrou que:
- ocorreu uma tendência de  aumento das TBARS nos pulmões
esquerdo e direito nos grupos II, III e IV;
- a tendência de aumento das TBARS no pulmão esquerdo foi sempre
maior do que no pulmão direito, nos grupos II, III e IV;
- não ocorreu diferença significante das TBARS entre o pulmão
esquerdo e o direito nos quatro grupos.
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Tabela IX – Relação do peso pulmonar úmido/seco no pulmão esquerdo, de
ratos submetidos à isquemia-reperfusão pulmonar, nos grupos I
(controle), II (pulmão ventilado com O2 a 21%), III (pulmão
ventilado com O2 a 40%) e IV ( pulmão ventilado com O2 a
100%).
Grupo I Grupo II Grupo III Grupo IV
4,08 5,76 6,79 6,24
5,20 6,01 6,27 7,27
5,36 6,32 5,71 7,03
6,13 5,57 6,28 6,23
5,86 5,21 6,75 7,39
5,52 4,26 6,22 6,19
4,86 6,62 6,25 5,52
5,49 5,83 5,07 6,24
5,35 5,41 6,24 8,09
6,37 5,30 5,77 6,16
Média 5,42 5,62 6,13 6,26
Análise de  variância por postos  de KRUSKAL-WALLIS
(I x II x III x IV)
c2 crítico = 7,82
peso úmido/seco:
c2 calculado = 13,23 p < 0,01*
* Diferença estatisticamente significante (p £ 0,05)
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A partir da tabela IX, os grupos foram comparados dois a dois entre si
pelo teste de MANN-WHITNEY.
U crítico = 23,00
(peso úmido/seco)
Grupo I x II U calculado = 40,00 (p = 0,48)
Grupo I x III U calculado = 19,00 (p = 0,01)*
Grupo I x IV U calculado =   8,50 (p < 0,01)*
Grupo II x III U calculado = 28,00 (p = 0,10)
Grupo II x IV U calculado = 16,00 (p < 0,01)*
Grupo III x IV U calculado = 40,00 (p = 0,48)
*Diferença estatisticamente significante (p £ 0,05)
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A análise estatística da relação do peso pulmonar úmido/seco, segundo
a tabela XI, mostrou que:
- ocorreu um  aumento significante na relação do peso pulmonar
úmido/seco nos grupos III e IV;
- ocorreu um  aumento significante na relação do peso pulmonar
úmido/seco no grupo IV em relação ao grupo II;
- não ocorreu um  aumento significante na relação do peso pulmonar
úmido/seco entre os grupos I e II.
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5. DISCUSSÃO
A realização do primeiro transplante pulmonar  com sucesso, em 1983,
tornou esse procedimento uma opção para o tratamento de pacientes com
doenças terminais do pulmão.
 No entanto, fatores como as dificuldades na obtenção do enxerto
pulmonar, a rejeição, as infecções pós-operatórias e as lesões decorrentes da
preservação têm dificultado essa modalidade terapêutica na prática clínica.
A qualidade da preservação pulmonar tem sido influenciada,
principalmente, pelas alterações decorrentes da isquemia-reperfusão do órgão,
que  interfere diretamente no resultado do transplante pulmonar.
Durante o período de isquemia, ocorre uma interrupção na oferta de
oxigênio e nutrientes à célula, impedindo a manutenção do metabolismo
celular aeróbio. Assim, a glicólise torna-se o principal meio de obtenção de
energia, porém, sendo menos eficiente, não é adequada para a reposição do
trifosfato de adenosina (ATP) consumido pela célula 51-53.
O déficit de ATP prejudica o transporte ativo de íons através da
membrana celular, levando a um excesso  de sódio e cálcio no meio
intracelular, o que resulta em edema e ativação de enzimas proteolíticas que
podem provocar a morte da célula 54.  
Paralelamente, o metabolismo anaeróbio leva ao acúmulo de
hipoxantina e à conversão da enzima xantina-desidrogenase em xantina-
oxidase, no pulmão preservado. Ao ocorrer a reperfusão e a reintrodução do
oxigênio molecular no metabolismo celular, a hipoxantina, por ação da
xantina-oxidase, reage com esse oxigênio liberando substâncias conhecidas
como espécies reativas do oxigênio, que apresentam grande poder de lesão
celular e tecidual 55-58.
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Esse dano é conhecido como “lesão da isquemia-reperfusão” e parece
ser o fator que mais interfere na disfunção pós-operatória imediata do
transplante pulmonar, podendo resultar na falência do órgão transplantado e
na conseqüente morte do receptor.
Assim, a minimização da lesão da isquemia-reperfusão constitui-se
num aspecto fundamental para o sucesso do transplante pulmonar. Com esse
objetivo, as pesquisas estão sendo direcionadas ao estudo da hipotermia, das
soluções de preservação e da procura do padrão ventilatório ideal.
A hipotermia reduz o metabolismo e as necessidades energéticas da
célula, o que aumenta a viabilidade celular sob isquemia e retarda o
aparecimento do metabolismo anaeróbio, resultando numa diminuição da
liberação de espécies reativas do oxigênio quando da reperfusão tecidual. A
temperatura ideal de preservação parece estar em torno de 10ºC, pois
temperaturas mais baixas foram relacionadas com alterações irreversíveis da
cinética enzimática da célula 59,60.
A solução de preservação, infundida pela artéria pulmonar, remove o
sangue do leito vascular pulmonar e propicia substrato para a manutenção do
metabolismo celular durante o período de isquemia do órgão. Além disso, a
solução de preservação pode conter substâncias utilizadas com o objetivo de
diminuir a lesão da isquemia-reperfusão, como  bloqueadores de canais de
cálcio e   “varredores” de espécies reativas do oxigênio. Permite também o uso
de vasodilatadores que facilitam a instalação e a uniformização da hipotermia
e a ação da própria solução de preservação 61-63.
O padrão ventilatório, por meio do estado da expansão pulmonar e da
concentração alveolar de oxigênio, modifica, de maneira importante, a
resposta do pulmão à isquemia-reperfusão 64,65.
Em 1971, Veith et al.43 mostraram que pulmões insuflados ou
ventilados com oxigênio a 40%, quando comparados a pulmões
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atelectasiados, durante a isquemia, apresentaram melhor função pulmonar
pós-operatória em cães submetidos a transplante pulmonar.
Do mesmo modo, Locke et al.45 (1988) e Puskas et al.47 (1992)
observaram uma melhor preservação pulmonar no uso de pulmões
hiperinsuflados com oxigênio a 100%, quando comparados a pulmões
atelectasiados ou pulmões hiperinsuflados com oxigênio a 21%, e essa técnica
passou a ser adotada na prática clínica em todo o mundo.
O oxigênio alveolar difundir-se-ia aos tecidos adjacentes durante o
período de isquemia, contribuindo para a manutenção dos níveis intracelulares
de ATP, o que provavelmente retardaria o aparecimento e diminuiria a
intensidade do metabolismo anaeróbio e conseqüentemente a formação de
espécies reativas do oxigênio quando da reperfusão tecidual 66.
Entretanto, quando se efetuou a ventilação com diferentes frações
inspiradas de oxigênio (FiO2) ao invés da hiperinsuflação estática, Van
Raemdonck et al.67 (1996) mostraram que pulmões ventilados com oxigênio a
21% apresentaram maiores níveis de ATP e menores níveis de hipoxantina,
quando comparados a pulmões ventilados com oxigênio a 100%
Do mesmo modo, Zhao et al.68 (1997) mostraram um aumento da lesão
da isquemia-reperfusão em pulmões ventilados com oxigênio a 100% e
relacionaram esse fato a uma maior liberação de espécies reativas do oxigênio.
Por outro lado, Hennington et al.69 (1996) referiram piores resultados
utilizando a ventilação com oxigênio a 21% em relação à ventilação com
oxigênio a 100%, num modelo de isquemia pulmonar normotérmica em cães.
Nesse sentido, essa pesquisa teve por objetivo avaliar o efeito das FiO 2
a 0,21, 0,40 e 1,00 na isquemia-reperfusão pulmonar.
Utilizou-se como parâmetros de avaliação a medida da pressão arterial
média sistêmica (PAM), a relação da pressão parcial de oxigênio
arterial/fração inspirada de oxigênio (PO2/FiO2), a dosagem de antioxidantes
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como a glutationa reduzida (GSH), glutationa redutase (GR), glutationa S-
transferase (GST), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT), a dosagem
das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e a relação do peso
pulmonar úmido/seco.
A opção por esses parâmetros foi feita no sentido de avaliar possíveis
repercussões em nível local e/ou sistêmico 54,70.
A fim de viabilizar o objetivo proposto, os grupos de estudo foram
delineados de modo a permitir comparações entre si.
A ventilação com as diferentes FiO2, durante o período de isquemia-
reperfusão, foi mantida constante nos diferentes grupos, por meio de
ventilação mecânica controlada.
O tempo de isquemia foi estipulado em 30 minutos, pois estudos
mostraram que esse tempo, em condições de normotermia, detecta possíveis
lesões celulares decorrentes da isquemia tecidual 31,64,71.
O tempo de reperfusão baseou-se nos trabalhos de Sakamoto et al.72,
De Campos et al.73 e Halldorsson et al.74, que observaram manifestações da
lesão da isquemia-reperfusão após 10 minutos de reperfusão pulmonar.
A medida da pressão arterial média sistêmica (PAM) foi realizada com
o objetivo de avaliar possíveis efeitos sistêmicos da  isquemia-reperfusão
pulmonar.
O metabolismo anaeróbio promove um acúmulo de metabólitos
tóxicos no tecido isquemiado, que seriam liberados para a circulação
sangüínea sistêmica, após a reperfusão, levando à acidose metabólica,
hipercalemia, mioglobinúria, insuficiência renal e hipotensão arterial. Segundo
Haimovici 75, a intensidade dessas manifestações seria proporcional à
quantidade de substâncias liberadas.
Os resultados da pesquisa, em relação à PAM, mostraram que no
tempo zero, imediatamente antes do início da isquemia, não houve diferença
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significante entre os grupos. Esse dado sugere que as padronizações
estabelecidas na metodologia, especialmente em relação ao método anestésico,
não influenciaram  na avaliação desse parâmetro.
Os grupos submetidos à isquemia-reperfusão pulmonar mostraram
uma diminuição da PAM em relação ao grupo-controle. Essa diminuição foi
mais acentuada nos grupos ventilados com oxigênio a 40% e 100%, sendo
significante no grupo ventilado com oxigênio a 40%.
A ventilação com elevadas FiO2, durante a isquemia-reperfusão
pulmonar, tem sido relacionada a uma maior peroxidação lipídica da
membrana celular, o que liberaria ácido aracdônico e, conseqüentemente,
levaria à formação de prostaglandinas 76,77. Essas substâncias, apresentando
propriedades vasodilatadoras, associar-se-iam aos metabólitos tóxicos
formados durante a isquemia e explicariam a maior diminuição da PAM nos
grupos ventilados com oxigênio a 40% e 100%.
No grupo ventilado com oxigênio a 21%, durante a isquemia-
reperfusão, observou-se uma menor diminuição da PAM. Esse resultado sugere
uma menor lesão celular com o uso da ventilação com baixa FiO2.
A pressão parcial de oxigênio arterial (PO2) constitui um dos principais
parâmetros de avaliação da isquemia-reperfusão pulmonar, porque reflete de
maneira global as lesões decorrentes desse período.
A análise da relação PO2/FiO2, como método de avaliação da função
pulmonar, foi realizada para permitir a comparação entre os grupos e diminuir
a possibilidade de que as diferenças encontradas fossem determinadas pelo
padrão ventilatório.
A função pulmonar depende diretamente da integridade da membrana
celular da rede alvéolo-capilar do pulmão, cuja estrutura é particularmente
sensível aos fatores que envolvem a isquemia-reperfusão, como a diminuição
dos níveis energéticos celulares e a ação de espécies reativas do
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oxigênio 42,78-79.
Nesse sentido, Hamvas et al.80 (1992) mostraram que pulmões
insuflados ou ventilados com oxigênio a 40%, quando comparados com
pulmões insuflados ou ventilados com nitrogênio (oxigênio a 0%),
apresentaram uma maior PO2 pós-isquemia-reperfusão, e que isso ocorreu,
provavelmente, devido a uma menor formação de hipoxantina e xantina-
oxidase  durante o período de isquemia.
Em 1993, Akashi et al.32 observaram um maior nível de ATP e de
surfactante no tecido pulmonar em pulmões mantidos insuflados com oxigênio
a 21%, durante a isquemia, resultando em maiores níveis da PO2 pós-isquemia
normotérmica em ratos, quando comparados a pulmões insuflados com
nitrogênio ou atelectasiados.
Nesse sentido, Buchanan et al.64 (1995), associando o uso do oxigênio
a 21% com a ventilação, mostraram que o tempo de isquemia pulmonar
normotérmica  poderia ser aumentado sem prejuízo da função pulmonar.
Nessa mesma linha de raciocínio, Cardoso 36 (1998) mostrou que a
ventilação comparada com a insuflação, num modelo de isquemia-reperfusão
pulmonar normotérmica em ratos, mantinha maiores níveis de PO2 e menores
níveis de lactato tecidual pulmonar. Pearse et al.81 (1999) obtiveram resultados
semelhantes e sugeriram que os benefícios da ventilação deviam-se a um
aumento nos níveis celulares de adenosina-monofostato  cíclico (AMPc) e
guanosina-monofosfato  cíclico (GMPc), que atuariam na manutenção da
integridade do endotélio vascular.
Os resultados do presente estudo mostraram que não houve diferença
significante na relação PO2/FiO2 entre o grupo ventilado com oxigênio a 21%
e o grupo-controle, enquanto nos grupos ventilados com oxigênio a 40% e
100%  ocorreu uma diminuição significante dessa relação.
Esses resultados sugerem benefícios da ventilação pulmonar com
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baixa FiO2. Isso seria devido a uma oferta constante de oxigênio no alvéolo,
em baixas concentrações, que contribuiria para a manutenção do  metabolismo
celular aeróbio e  levaria a uma menor liberação de espécies reativas do
oxigênio, decorrentes da reperfusão tecidual.
Resultados semelhantes a essa pesquisa foram observados por Bhabra
et al.82 (1999), que mostraram uma melhor relação da PO2/FiO2 nos pulmões
ventilados com oxigênio a 20%, quando comparados aos pulmões ventilados
com oxigênio a 100%, num modelo de isquemia-reperfusão pulmonar
hipotérmica em ratos.
A possível liberação de espécies reativas do oxigênio foi avaliada por
meio da dosagem de substâncias antioxidantes endógenas e de substâncias
decorrentes da peroxidação lipídica da membrana celular.
A glutationa reduzida (GSH) representa o principal antioxidante não-
enzimático hidrossolúvel da célula. Essa substância exerce seus efeitos
desintoxicantes ao reagir com o peróxido de hidrogênio e outros peróxidos,
transformando-se na sua forma oxidada (GSSG). Desse modo, ela contribui
para a manutenção da normalidade celular, uma vez que os peróxidos, que são
espécies reativas do oxigênio, apresentam um alto poder lesivo à célula 83.
Segundo Bryan et al.83 (1991), a utilização de GSH, na solução de
preservação em pulmões submetidos a 3 horas de isquemia, mostrou uma
diminuição significante da peroxidação lipídica da membrana celular, o que
resultou numa melhor função pulmonar pós-transplante.
Soncul et al.84 (1999) mostraram uma diminuição nos níveis teciduais
de GSH, após um período de isquemia pulmonar normotérmica, e
relacionaram esse fato a um gasto desse antioxidante na neutralização de
espécies reativas do oxigênio.
No presente estudo, os valores da GSH mostraram uma diminuição
linear com o aumento da FiO2 nos grupos submetidos à isquemia-reperfusão,
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quando comparados com o grupo-controle. No entanto, essa diminuição foi
significante somente no grupo ventilado com oxigênio a 100%.
Esse fato  refletiu, provavelmente, uma maior utilização da GSH com
o objetivo de neutralizar a maior formação das espécies reativas do oxigênio
nos pulmões submetidos à isquemia-reperfusão e ventilados com elevada
FiO2.
Quando se compararam os valores da GSH no pulmão contra-lateral
nos quatro grupos entre si, não se observou diferença significante entre eles.
Isso denota uma ausência ou baixa formação das espécies reativas do oxigênio
no pulmão contra-lateral.
Quando se comparou a GSH dentro de cada grupo, ocorreu uma
diminuição significante entre o pulmão esquerdo (pulmão submetido à
isquemia-reperfusão) e o pulmão contra-lateral, nos grupos ventilados com
oxigênio a 40% e 100% e sem diferença significante no grupo-controle e no
grupo ventilado com oxigênio a 21%.
Esses achados corroboram com o maior consumo da GSH nos grupos
submetidos à isquemia-reperfusão com elevadas FiO2.
Como no grupo-controle e no grupo ventilado com oxigênio a 21%
não houve diferença significante nos valores da GSH, infere-se que a
ventilação com oxigênio a 21% levou a uma menor produção das espécies
reativas do oxigênio, a ponto de não se refletir na dosagem dessa substância.
Com isso, a ventilação com oxigênio a 21% foi relacionada a uma
menor formação de espécies reativas do oxigênio, sugerindo benefícios com
esse padrão ventilatório durante a isquemia-reperfusão pulmonar.
A  enzima glutationa redutase (GR) atuaria na conversão da glutationa
oxidada (GSSG)  para sua forma reduzida (GSH) e, com isso, auxiliaria de
modo indireto no sistema antioxidante da célula, pelo mecanismo já referido,
ou seja, recuperando e aumentando os níveis de GSH.
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Os resultados da pesquisa mostraram uma diminuição significante da
GR nos grupos submetidos à isquemia-reperfusão em relação ao grupo-
controle.
Quando se comparou a GR dentro de cada grupo, observou-se uma
diminuição significante no pulmão esquerdo (pulmão submetido à isquemia-
reperfusão), em relação ao pulmão contra-lateral, somente no grupo ventilado
com oxigênio a 100%.
Isso decorreu, possivelmente, de um maior consumo dessa enzima no
grupo ventilado com oxigênio a 100%, no sentido de reduzir a glutationa
oxidada (GSSG), que foi formada em maior concentração nesse grupo.
Esses dados sugerem que a ventilação com oxigênio a 100%
relacionou-se a uma maior formação das espécies reativas do oxigênio,
enquanto a ventilação com baixa FiO2 associou-se a uma menor formação
dessas substâncias, no tecido pulmonar, após a isquemia-reperfusão.
A glutationa S-transferase (GST) participa no processo de defesa
celular, ao biotransformar metabólitos tóxicos exógenos e endógenos em
compostos menos tóxicos, e facilita a excreção destes compostos pelo
organismo. Essa ação depende da GSH que atua como um cofator nesse
processo.
Os resultados da pesquisa mostram uma diminuição significante da
GST nos grupos submetidos à ventilação com oxigênio a 40% e 100%.
Quando se comparou a GST dentro de cada grupo, ocorreu uma
diminuição significante dessa enzima no pulmão esquerdo (pulmão submetido
à isquemia-reperfusão), quando comparada ao pulmão contra-lateral, no grupo
ventilado com oxigênio a 40%.
Esses dados sugerem que a diminuição da atividade dessa enzima
deveu-se, provavelmente, à maior depleção da GSH observada nos grupos
ventilados com altas FiO2.
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A glutationa peroxidase (GPx) e a catalase (CAT) também constituem-
se em antioxidantes importantes, pois, de modo semelhante à ação
detoxificadora da GSH, catalisam a redução de peróxidos de hidrogênio e
outros peróxidos em água e oxigênio, e com isso diminuiriam a ação lesiva de
espécies reativas do oxigênio 85.
O resultado obtido das enzimas GPx e CAT, nessa pesquisa, não
apresentaram alterações significantes entre os grupos.
Achados semelhantes obtiveram Bryan et al.83 (1991), quando
compararam pulmões ventilados com oxigênio a 20% e 100%, durante o
período de isquemia pulmonar.
Segundo Comhair et al.85 (2000), essas enzimas necessitariam de mais
de 12 horas de exposição à hiperóxia, para alterarem seus valores de maneira
significante.
A dosagem das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS)
tem sido um dos métodos mais comumente utilizado no estudo da isquemia-
reperfusão tecidual e avalia de modo quantitativo a lesão oxidativa 86.
As TBARS correspondem a metabólitos originados pela destruição da
membrana celular em conseqüência da ação lesiva de espécies reativas do
oxigênio sobre essa estrutura celular.
Entre essas espécies, destaca-se o radical hidroxila, formado pela
reação do ânion superóxido com o peróxido de hidrogênio, por meio da reação
de Fenton ou Haber-Weiss, constituindo-se num dos metabólitos mais lesivos
à célula 87.
Esse radical apresenta uma grande afinidade por lipídios e proteínas da
membrana celular, o que provoca uma reação em cadeia com alto poder de
destruição celular que se refletirá num aumento dos níveis de  TBARS.
Fisher et al.88 (1991), estudando a influência da FiO2 na isquemia-
reperfusão pulmonar, mostraram que a ventilação com oxigênio a 50% ou
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95%, quando comparada com a ventilação com oxigênio a 5% ou 20%,
apresentaram maiores níveis das TBARS, sugerindo maior peroxidação
lipídica com altas FiO2. Sugeriram também que esse fenômeno teria seu início
já na fase de isquemia.
Os resultados obtidos, nesse estudo, mostraram uma tendência de
aumento nos valores das TBARS nos grupos submetidos à isquemia-
reperfusão e que apresentou relação direta com a  elevação da FiO2 na
ventilação pulmonar.
Deduziu-se que a ventilação com elevadas FiO2 promoveu uma maior
formação das espécies reativas do oxigênio, quando comparadas  à ventilação
com baixa FiO2.
A relação do peso pulmonar úmido/seco reflete o edema pulmonar
decorrente da isquemia-reperfusão.
Bleiwess et al.89 (1999) observaram uma relação entre o coeficiente de
filtração capilar e a relação do peso pulmonar úmido/seco, num modelo de
isquemia-reperfusão pulmonar normotérmica em ratos.
Esse edema pulmonar resultaria de uma disfunção do endotélio
vascular e seria mediado,  principalmente, pela liberação das espécies reativas
do oxigênio e por um desequilíbrio entre substâncias vasodilatadoras e
vasoconstritoras 90.
O predomínio de substâncias vasoconstritoras atuaria nas
propriedades contráteis das células endoteliais e, com isso, alteraria as
funções da barreira endotelial, resultando num aumento da permeabilidade
capilar. Essa ação parece ser mediada pelos níveis celulares  de adenosina-
monofostato cíclico (AMPc) e guanosina-monofosfato cíclico (GMPc)
89,91,92.
Esses fatos têm justificado a utilização de substâncias como a
prostaglandina E1 (PGE1) e o óxido nítrico (NO), no intuito de diminuir a
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lesão da isquemia-reperfusão. Essas substâncias, além de produzirem
vasodilatação, participariam na redução da agregação leucocitária e
plaquetária e na supressão do fator de necrose tumoral 93,94.
Além disso, a vasoconstrição pioraria a perfusão tecidual local,
podendo intensificar os mecanismos que envolvem a lesão da isquemia-
reperfusão.
O resultado desse experimento mostrou um aumento progressivo na
relação do peso pulmonar úmido/seco, nos grupos submetidos à isquemia-
reperfusão, de modo linear com o aumento da FiO2, sendo significante nos
grupos ventilados com oxigênio a 40% e 100%.
Os resultados sugerem que a ventilação pulmonar com elevadas FiO2
provocaram maior lesão tecidual, o que resultou num aumento do edema
pulmonar nos grupos ventilados com oxigênio a 40% e 100%. Provavelmente,
isso deveu-se a uma  maior ação das espécies reativas do oxigênio nesses
grupos que, além de causarem lesão celular direta, estimularam a produção de
mediadores inflamatórios, contribuindo para um aumento da permeabilidade
capilar e formação do edema pulmonar.
Esses dados corroboram os de Fisher et al.88 (1991) e Bleiwess et al.89
(1999), que mostraram uma diminuição do edema pulmonar, decorrente da
isquemia-reperfusão, nos pulmões ventilados com FiO 2 à 0,20.
Numa avaliação global, os resultados da pesquisa sugeriram que a
ventilação pulmonar com FiO2 a 0,21 se correlacionou com uma menor lesão
decorrente da isquemia-reperfusão pulmonar.
Isso ocorreu, provavelmente, em decorrência de uma oferta constante
de oxigênio no alvéolo, durante o período de isquemia, o que permitiu uma
melhor difusão do oxigênio aos tecidos vizinhos, retardando o metabolismo
anaeróbio. Possivelmente, somaram-se os benefícios  da própria manutenção
da ventilação, como a maior produção de surfactante, maior homogeneidade
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da distenção alveolar e uma diminuição da pressão de reperfusão.
Ao considerar-se os dados da literatura referentes ao uso do oxigênio
em altas concentrações, verificou-se que o mesmo é benéfico quando
utilizado em hiperinsuflação o uso do oxigênio em altas concentrações
associado à ventilação, observaram-se efeitos deletérios no seu uso. Essa
elevada FiO2 ofereceria uma maior quantidade de oxigênio molecular ao
tecido isquemiado e, portanto, com níveis elevados de xantina-oxidase,
permitindo a liberação das espécies reativas do oxigênio, já durante a  fase
de isquemia. Esse fato seria intensificado com a reperfusão.
Portanto, a manutenção da ventilação com baixa FiO2, durante a
isquemia-reperfusão pulmonar, parece proporcionar uma melhor função
pulmonar após esse fenômeno. No entanto, esses achados precisam ser




A ventilação com fração inspirada de oxigênio a 0,21, quando
comparada à ventilação com frações inspiradas de oxigênio a 0,40 e 1,00,
durante o período de isquemia-reperfusão pulmonar normotérmica,  mostrou
uma menor diminuição da pressão arterial média sistêmica, uma melhor
relação da pressão parcial de oxigênio arterial/fração inspirada de oxigênio,
maiores valores nas medidas da glutationa reduzida, glutationa redutase e
glutationa S-transferase, uma menor produção de substâncias reativas ao ácido
tiobarbitúrico e uma menor formação de edema pulmonar.
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ANEXO
Anexo A - Aparelho de ventilação mecânica HARVARD 683
Harvard volume controlled rodent respirator, model 683.
HARVARD APPARATUS, INC.
SOUTH NATICK, MA, USA
90
Anexo B - Curva de KLEINMAN & RADFORD
Anexo C - Cilindros de oxigênio
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Método de preparação: gravimétrico
Método de análise: paramagnetismo
Origem: White Martins Gases Industriais SA
Oxigênio a 40% - balanço em nitrogênio (60%)
Oxigênio a 100%





Anexo E - Gasômetro
Automatic blood gas system.
Medical Instrument
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Preparação das amostras: os pulmões retirados dos animais foram
imediatamente colocados em gelo. Uma pequena porção foi separada e pesada
para a preparação dos homogenatos, obtidos em tampão fosfato de sódio 20
mM, pH 7,4 contendo 0,1% de Triton X-100 e 150 mM de cloreto de sódio
(1:20 p/v). A homogenização foi realizada a 4oC, com cerca de 20 impactos
em homogeneizador Potter-Elvehjem, seguidos de centrifugação a 10000 g
durante 10 minutos. Os sobrenatantes foram mantidos a -20ºC até a sua
utilização para as diferentes análises enzimáticas (GR, GST, GPx, CAT e
TBARS), por meio de espectrofotometria. Para análise da glutationa reduzida
(GSH), uma porção dos pulmões foram precipitadas com ácido tricloroacético
a 12% (1:20p/v) e homogeneizadas com cerca de 20 impactos em
homogeneizador Potter-Elvehjem, seguidos de centrifugação a 10000 g
durante 10 minutos, sendo a análise realizada nesses sobrenadantes.
Glutationa Reduzida (GSH): para avaliar a concentração pulmonar de
pequenos tióis em precipitado ácido, foi empregado o método de Beutler. A
adição de ácido 2-nitrobenzóico 2,5 mM (DTNB) nas cubetas contendo
tampão Tris-HCL 0.2 M pH 8,0 e amostra correspondente permitiam, após
cerca de 3 minutos, a obtenção máxima de formação do ânion tiolato (TNB)
de cor amarela, mensurável em 412 nm. As concentrações obtidas nesse
ensaio foram expressas em mM.
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Glutationa Redutase (GR): o método utilizado para a análise da atividade
dessa enzima foi o de Carlberg & Mannervick, onde se verifica, durante 30
segundos, em 340 nm, a taxa de oxidação do NADPH devido à redução da
GSSG pela GR presente na amostra, em um meio de reação contendo tampão
fosfato 0,1 M pH 7,0, NADPH 1mM, GSSG e DPTA 5mM. Os valores da
atividade dessa enzima foram expressos em mmol min –1 g –1.
Glutationa S-Transferase (GST): a atividade da glutationa S-transferase foi
medida espectrofotometricamente em 340 nm, de acordo com Keen. A
amostra foi adicionada em um meio contendo 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 0,1
M (CDNB), glutationa reduzida 0,1 M (GSH) e tampão fosfato 0,1 M pH 7,0,
contra um branco de tampão fosfato 0,1 M pH 7,0. As análises foram feitas
em duplicatas e os valores da atividade da enzima expressas em mmol min –1 g
–1.
Glutationa Peroxidase (GPx): realizado segundo Flohé & Gunzler, utilizou-se
amostra e ter-butilhidroperóxido (t-BuOOH) 10mM colocados em meio de
reação composto de tampão fosfato 0,1 M, pH 7,0, NADPH 1mM, ácido
dietilenotriaminopentaacético (DPTA) 0,005 M, pH 7,0, água destilada, GSH
10mM, e 5U de GR colocada momentos antes do ensaio. Esse ensaio baseia-se
na medida do decréscimo de absorbância (340 nm) promovido durante a
redução da GSSG, catalisada pela GR, em presença de NADPH. A velocidade
de oxidação do NADPH é proporcional à velocidade de produção de GSSG a
partir da GSH em presença de t-BuOOH, catalisada pela GPx. Os valores da
atividade desta enzima foram expressos em mmol min –1 g –1.
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Catalase (CAT): para análise da atividade dessa enzima, utilizou-se o método
descrito por Aebi, que quantifica a velocidade de decomposição do peróxido
de hidrogênio, em 240 nm durante 20 segundos, pela enzima presente na
amostra. Utilizou-se a solução de peróxido de hidrogênio 10 mM em tampão
fosfato 50 mM pH 7,0 preparada e titulada no dia da análise. As amostras
foram analisadas em duplicatas, sendo os valores expressos em mmol min –1 g
–1 .
Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS): a avaliação dessas
substâncias foram realizadas em triplicatas, através da detecção em A535 nm,
dos derivados de seus produtos de oxidação, através de substâncias que
reagem com o ácido tiobarbitúrico, destacando-se o malondialdeído,
produzindo uma base de Shiff de coloração rosa. Os homogenatos foram
precipitados com ácido tricloroacético (TCA) a 12% e agitados
vigorosamente. Em seguida incubados em tampão Tris-HCl 60 mM 7,4 (0,1
mM DPTA) e ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,73%, durante 60 minutos a 100ºC.
Após, o material foi resfriado durante 30 minutos a 5ºC e  centrifugados (5min
a 10000g), e a absorbância do cromóforo medido em 535nm, sendo os valores
expressos em TBARS nmol g -1.
